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according to Article 18. A copy is being transmitted to the International Bureau. 
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PC] It is also accompanied by a copy of each prior art document cited in this report. 



Basis of the report 

a. With regard to the language, the international search was carried out on the basis of the international application in the 
language in which it was filed, unless otherwise indicated under this item. 

I I the international search was carried out on the basts of a translation of the international application furnished to this 
Authority (Rule 23.1 (b)). 
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With regard to any nucleotide and/or amino acid sequence disclosed in the international application, the international search 

was carried out on the basis of the sequence listing : 
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| | filed together with the international application in computer readable form. 

[X] furnished subsequently to this Authority in written form. 

[X~| furnished subsequently to this Authority in computer readble form. 

[X] the statement that the subsequently furnished written sequence listing does not go beyond the disclosure in the 
international application as filed has been furnished. 



the statement that the information recorded in computer readable form is identical to the written sequence listing has been 
furnished 
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3. 



[~X~] Certain claims were found unsearchable (See Box I). 
| | Unity of invention is lacking (see Box II). 



4. With regard to the title, 

| | the text is approved as submitted by the applicant. 

|~X~| the text has been established by this Authority to read as follows: 

ADJUVANT COMPOSITIONS 



With regard to the abstract, 

|X] the text is approved as submitted by the applicant. 

□ the text has been established, according to Rule 38.2(b), by this Authority as it appears in Box III. The applicant may, 
within one month from the date of mailing of this international search report, submit comments to this Authority. 

The figure of the drawings to be published with the abstract is Figure No. 



| | as suggested by the applicant. [X] None of the figures. 

| | because the applicant failed to suggest a figure. 

| | because this figure better characterizes the invention. 
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Box I Observations where certain claims were found unsearchable (Continuation of item 1 of first sheet) 

This International Search Report has not been established in respect of certain claims under Article 17{2){a) for the following reasons: 



1. X Claims Nos.: 

because they relate to subject matter not required to be searched by this Authority, namely: 

Remark: Although claims 21-23 are directed to a method of treatment 

of the human/animal body, the search has been carried out and 
based on the alleged effects of the composition. 

2. Claims Nos.: 

because they relate to parts of the International Application that do not comply with the prescribed requirements to such 

an extent that no meaningful International Search can be carried out. specifically: 



Claims Nos.: 

because they are dependent claims and are not drafted in accordance with the second and third sentences of Rule 6.4(a). 



Box II Observations where unity of invention is lacking (Continuation of item 2 of first sheet) 



This International Searching Authority found multiple inventions in this international application, as follows: 



1 . I I As all required additional search fees were timely paid by the applicant, this International Search Report covers all 
' 1 searchable claims. 



2. | | As all searchable claims could be searched without effort justifying an additional fee, this Authority did not invite payment 
of any additional fee. 



3. I I As only some of the required additional search fees were timely paid by the applicant, this International Search Report 
' ' covers only those claims for which fees were paid, specifically claims Nos.: 



4. | | No required additional search fees were timely paid by the applicant. Consequently, this International Search Report is 
restricted to the invention first mentioned in the claims; it is covered by claims Nos.: 



Remark on Protest | | The additional search fees were accompanied by the applicant's protest. 

| | No protest accompanied the payment of additional search fees. 



Form PCT/ISA/210 {continuation of first sheet (1)) (July 1998) 



INTERNATIONAL SEARCH REPORT 



•ernational application No. 

PCT/EP 99/02278 



Box I Observations where certain claims were found unsearchable (Continuation of item 1 of first sheet) 

This International Search Report has not been established in respect of certain claims under Article 17(2)(a) for the following reasons: 



1. 



X Claims Nos.: 

because they relate to subject matter not required to be searched by this Authority, namely: 

Remark: Although claims 21-23 are directed to a method of treatment 

of the human/animal body, the search has been carried out and 
based on the alleged effects of the composition. 

2. \^\ Claims Nos.: 

because they relate to parts of the International Application that do not comply with the prescribed requirements to such 
an extent that no meaningful International Search can be carried out. specifically: 



3. 1 | Claims Nos.: 

because they are dependent claims and are not drafted in accordance with the second and third sentences of Rule 6.4(a). 

Box II Observations where unity of invention is lacking (Continuation of item 2 of first sheet) 

This International Searching Authority found multiple inventions in this international application, as follows: 



1 - I I As all required additional search fees were timely paid by the applicant, this International Search Report covers all 
' 1 searchable claims 



2 - I 1 As a " searchable claims could be searched without effort justifying an additional fee, this Authority did not invite payment 
of any additional fee. 



3- I As only some of the required additional search fees were timely paid by the applicant, this International Search Report 
1 1 covers only those claims for which fees were paid, specifically claims Nos.: 



4 * I 1 No squired additional search fees were timely paid by the applicant. Consequently, this International Search Report is 
restricted to the invention first mentioned in the claims; it is covered by claims Nos.: 



Remark on Protest | | The additional search fees were accompanied by the applicant's protest. 

| | No protest accompanied the payment of additional search fees. 



Form PCT/ISA/210 (continuation of first sheet (1)) (July 1998) 



\ 



FOR THE PURPOSES OF INFORMATION ONLY 
Codes used to identify States party to the PCT on the front pages of pamphlets publishing international applications under the PCT. 



AL 


Albania 


ES 


Spain 


LS 


Lesotho 


SI 


Slovenia 


AM 


Armenia 


FI 


Finland 


LT 


Lithuania 


SK 


Slovakia 


AT 


Austria 


FR 


France 


LU 


Luxembourg 


SN 


Senegal 


AU 


Australia 


GA 


Gabon 


LV 


Latvia 


sz 


Swaziland 


AZ 


Azerbaijan 


GB 


United Kingdom 


MC 


Monaco 


TD 


Chad 


BA 


Bosnia and Herzegovina 


GE 


Georgia 


MD 


Republic of Moldova 


TG 


Togo 


BB 


Barbados 


GH 


Ghana 


MG 


Madagascar 


TJ 


Tajikistan 


BE 


Belgium 


GN 


Guinea 


MK 


The former Yugoslav 


TM 


Turkmenistan 


BF 


Burkina Faso 


GR 


Greece 




Republic of Macedonia 


TR 


Turkey 


BG 


Bulgaria 


HU 


Hungary 


ML 


Mali 


TT 


Trinidad and Tobago 


BJ 


Benin 


IE 


Ireland 


MN 


Mongolia 


UA 


Ukraine 


BR 


Brazil 


IL 


Israel 


MR 


Mauritania 


LJG 


Uganda 


BY 


Belarus 


IS 


Iceland 


MW 


Malawi 


US 


United States of America 


CA 


Canada 


IT 


Italy 


MX 


Mexico 


UZ 


Uzbekistan 


CF 


Central African Republic 


JP 


Japan 


NE 


Niger 


VN 


Viet Nam 


CG 


Congo 


KE 


Kenya 


NL 


Netherlands 


YU 


Yugoslavia 


CH 


Switzerland 


KG 


Kyrgyzstan 


NO 


Norway 


zw 


Zimbabwe 


CI 


Cdte d* lvoire 


KP 


Democratic People's 


NZ 


New Zealand 






CM 


Cameroon 




Republic of Korea 


PL 


Poland 






CN 


China 


KR 


Republic of Korea 


PT 


Portugal 






CU 


Cuba 


KZ 


Kazakstan 


RO 


Romania 






CZ 


Czech Republic 


LC 


Saint Lucia 


RU 


Russian Federation 






DE 


Germany 


LI 


Liechtenstein 


SD 


Sudan 






DK 


Denmark 


LK 


Sri Lanka 


SE 


Sweden 






EE 


Estonia 


LR 


Liberia 


SG 


Singapore 







INTERtJ^IONAL SEARCH REPORT 



Interrational Application No 

P(!ftp 99/02278 



A. CLASSIFICATION OF SUBJECT MATTER 

IPC 6 A61K39/39 



According to International Patent Classification (IPC) or to both national classification and IPC 



B. FIELDS SEARCHED 



Minimum documentation searched (classification system followed by classification symbols) 

IPC 6 A61K 



Documentation searched other than minimum documentation to the extent that such documents are included in the fields searched 



Electronic data base consulted during the international search (name of data base and, where practical, search terms used) 



C DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT 



Category c 



Citation of document, with indication, where appropriate, of the relevant passages 



Relevant to claim No. 



DATABASE WPI 

Section Ch, Week 9336 

Derwent Publications Ltd., London, GB; 

Class A96, AN 93-285369 

XP002114794 

& JP 05 201877 A (KANEBO LTD), 
10 August 1993 (1993-08-10) 
abstract 

DATABASE WPI 

Section Ch, Week 9429 

Derwent Publications Ltd., London, GB; 

Class A97, AN 94-238671 

XP002114795 

& JP 06 172216 A (NORINSUISANSHO KACHIKU 
EISEI), 21 June 1994 (1994-06-21) 
abstract 

-/~ 



1-7, 

9-21, 

24-27 



I- 6,8, 

II- 27 



Further documents are listed in the continuation of box C. 



Patent family members are listed in annex. 



° Special categories of cited documents : 

"A" document defining the general state of the art which is not 

considered to be of particular relevance 
"E" earlier document but published on or after the international 
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which is cited to establish the publication date of another 
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"O" document referring to an oral disclosure, use, exhibition or 
other means 

"P" document published prior to the international filing date but 
later than the priority date claimed 



"T" later document published after the international filing date 
or priority date and not in conflict with the application but 
cited to understand the principle or theory underlying the 
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"X" document of particular relevance; the claimed invention 
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. involve an inventive step when the document is taken alone 
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INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT 

(PCT Article 36 and Rule 70) 



Applicant's or agent's file reference 
RE/B45139 


See Notification of Transmittal of International 
FOR FURTHER ACTION Preliminary Examination Report (Form PCT/IPEA/416) 


International application No. 
PCT/EP99/02278 


International filing date (day/month/year) 
29/03/1999 


Priority date (day/month/year) 
09/04/1998 


International Patent Classification (IPC) or national classification and IPC 
A61K39/39 


Applicant 

SMITHKLINE BEECHAM BIOLOGICALS S.A. et al. 



1 . This international preliminary examination report has been prepared by this International Preliminary Examining Authority 
and is transmitted to the applicant according to Article 36. 

2. This REPORT consists of a total of 6 sheets, including this cover sheet. 

This report is also accompanied by ANNEXES, i.e. sheets of the description, claims and/or drawings which have 
been amended and are the basis for this report and/or sheets containing rectifications made before this Authority 
(see Rule 70.16 and Section 607 of the Administrative Instructions under the PCT). 

These annexes consist of a total of 5 sheets. 



3. This report contains indications relating to the following items: 



I 




II 


□ 


III 




IV 


□ 


V 


IS 


VI 


□ 


VII 




VIII 


□ 



Reasoned statement under Article 35(2) with regard to novelty, inventive step or industrial applicability; 
citations and explanations suporting such statement 



Date of submission of the demand 
30/10/1999 


Date of completion of this report 
03.07.2000 


Name and mailing address of the international 
preliminary examining authority: 
European Patent Office 

D-80298 Munich 
C^ 7 Tel. +49 89 2399 - 0 Tx: 523656 epmu d 

Fax: +49 89 2399 - 4465 


Authorized officer 

Moreno de Vega ? C C l) 
Telephone No. +49 89 2399 7486 
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INTERNATIONAL PRELIMINARY 
EXAMINATION REPORT 



International application No. PCT/EP99/02278 



I. Basis of th report 

1 . This report has been drawn on the basis of {substitute sheets which have been furnished to the receiving Office in 
response to an invitation under Article 14 are referred to in this report as "originally filed" and are not annexed to 
the report since they do not contain amendments.): 

Description, pages: 

1 -30 as originally filed 

Claims, No.: 

1 -37 with telefax of 1 9/05/2000 

Drawings, sheets: 

1-12 as originally filed 

2. The amendments have resulted in the cancellation of: 

□ the description, pages: 

□ the claims, Nos.: 

□ the drawings, sheets: 

3. □ This report has been established as if (some of) the amendments had not been made, since they have been 

considered to go beyond the disclosure as filed (Rule 70.2(c)): 

4. Additional observations, if necessary: 

111. Non-establishment of opinion with regard to novelty, inventive step and industrial applicabitity 

The questions whether the claimed invention appears to be novel, to involve an inventive step (to be non-obvious), 
or to be industrially applicable have not been examined in respect of: 

□ the entire international application, 
claims Nos. 32-34. 

because: 
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H the said international application, or the said claims Nos. 32-34 relate to the following subject matter which 
does not require an international preliminary examination (specify): 

see separate sheet 

□ the description, claims or drawings (indicate particular eiements below) or said claims Nos. are so unclear 
that no meaningful opinion could be formed (specify): 

□ the claims, or said claims Nos. are so inadequately supported by the description that no meaningful opinion 
could be formed. 

□ no international search report has been established for the said claims Nos. 

V. Reasoned statement under Article 35(2) with regard to novelty, inventive step or industrial 
applicability; citations and explanations supporting such statement 

1 . Statement 



Novelty (N) 


Yes: 


Claims 


2-36 




No: 


Claims 


1, 37 


Inventive step (IS) 


Yes: 


Claims 


2-17, 19-36 




No: 


Claims 


1, 18, 37 


Industrial applicability (IA) 


Yes: 


Claims 


1-31, 35-37 




No: 


Claims 





2. Citations and explanations 
see separate sheet 

VII. Certain defects in the international application 

The following defects in the form or contents of the international application have been noted: 
see separate sheet 
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Reference is made to the following documents: 

D1 : DATABASE WPI Section Ch, Week 9336 Derwent Publications Ltd., London, 

GB; Class A96, AN 93-285369 XP0021 14794 & JP 05 201877 A (KANEBO 

LTD), 10 August 1993 (1993-08-10) 
D2: WO 94 17827 A (LYFJATHROUN H F ; STAT ENS SERUMINSTITUT (DK); 

GIZURARSON SVEINBJOER) 18 August 1994 (1994-08-18) cited in the 

application 

D3: US-A-3 919 411 (CARLSON JR ARTHUR ET AL) 1 1 November 1 975 (1 975- 
11-11) 

Re Item III 

Non-establishment of opinion with regard to novelty, inventive step and 
industrial applicability 

Claims 32-34 relate to subject-matter considered by this Authority to be 
covered by the provisions of Rule 67.1(iv) PCT. Consequently, no opinion 
will be formulated with respect to the industrial applicability of the subject- 
matter of these claims (Article 34(4)(a)(i) PCT). 



Re Item V 

Reasoned statement under Rule 66.2(a)(ii) with regard to novelty, inventive step 
or industrial applicability; citations and explanations supporting such statement 

1 . D1 (see Abstract) describes adjuvant compositions with high adjuvant 
activity comprising polyoxyethylene alkyl ethers or phosphoric acid salts 
thereof which fall into the general formula of claim 1, an acrylic acid polymer, 
considered as an excipient, and water, having thus an aqueous solution of 
the adjuvant with an excipient. This document appears to be novelty 
destroying for claim 1. 

D2 (see page 1 lines 4-9, page 8 line 24 to page 10 line 17) discloses 
formulations for the topical administration of antigens or vaccines to 
mammals via mucosal membranes, comprising one or more adjuvants, e.g. 
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polyoxyethylene sorbitan monoesters, polyoxyethylene glycerol triesters and 
caprylic/capric acid glycerides in an amount of 0,01 to 15%(v/v)(see claim 1). 
The adjuvants used differ from the alkyl adjuvants of the present invention. 

D3 (see column 6 line 17 - column 7 line 33 and claims 1-11) discloses 
medical compositions comprising an injectable active substance or agent 
combined with an adjuvant, capable of enhancing the effect of the agent. 
Said adjuvant includes a polymer of acrylic acid cross-linked with polyallyl 
sucrose and an emulsion system including a water and oil emulsion carrier 
with a surfactant in an amount of 1-20 % by volume. This document appears 
to be novelty destroying for claim 37. 

Thus, claims 1 and 37 do not meet the requirements of Article 33(2) PTC. 

2. D2, considered to be the most relevant prior art, differs from the present 
claims 2-17, 19-36 in that other polyoxyethylene derivatives, namely alkyl 
ethers and other esters, are used. The technical problem to be solved by the 
present application is the provision of alternative adjuvant compositions, well 
tolerated in humans and potent in their induction of systemic immune 
responses, for use in mucosal vaccine formulations. 

The solution proposed by claims 2-17, 19-36 appear to be inventive: there is 
no indication in the prior art which suggests the advantages of using the 
adjuvant composition of these claims in the preparation of vaccines for 
mucosal via. 

Claim 18 is obvious over D1 and the general knowledge in the field, as the 
immunostimulants cited are already known. Thus, claim 18 does not meet 
the requirements of Article 33(3). 

3. For the assessment of the present claims 32-34 on the question whether 
they are industrially applicable, no unified criteria exist in the PCT 
Contracting States. The patentability can also be dependent upon the 
formulation of the claims. The EPO, for example, does not recognize as 
industrially applicable the subject-matter of claims to the use of a compound 
in medical treatment, but may allow, however, claims to a known compound 
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for first use in medical treatment and the use of such a compound for the 
manufacture of a medicament for a new medical treatment. 



Re Item VII 

Certain defects in the international application 

1. Contrary to the requirements of Rule 5.1(a)(ii) PCT, the relevant background 
art disclosed in the documents D1 and D3 is not mentioned in the descrip- 
tion, nor are these documents identified therein. 

2. There are two claims numbered as claim 20. The second one has been 
renumbered by this Examining Authority as 20(a) for the shake of clarity. 
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(57) Abrege* 

L'invention conceme un procedf de conservation de virus recombinants infectieux sous forme congelee ou iiquide, dans lequel les 
virus sont conserves dans une solution aqueuse comprenant du saccharose a une concentration superieure a 0,75 M, de preT6rence comprise 
entre 0,75 M et 1,5 M, plus pnSrerentiellement encore a une concentration 6gale a 1 M, ainsi qu'une suspension aqueuse virale et son 
utilisation comme medicament. 
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PROCEDE DE CONSERVATION DE VIRUS RECOMBINANT INFECTIEUX, 
SUSPENSION AQ.UEUSE VIRALE ET UTILISATION COMME MEDICAMENT 

L'invention concerne un procede de conservation dc virus 
recombinants infectieux, une suspension aqueuse virale, et son utilisation 
comme medicament. 

Les virus vivants ont de nombreuses applications, en particulier 
comme vaccins. Ce sont des particules qui poss£dent un gdnome sous forme 
d'ADN ou d'ARN contenant les informations utiles a leur replication, mais qui 
ont besoin d'infecter une cellule hote pour realiser la synthese des protdines 
qui leur sont ndcessaires. 

Par ailleurs, la possibility d'int^grer dans un genome de virus du 
materiel g£netique Stranger a permis de creer des virus dits recombinants 
portant un gene d'interet therapeutique utilises pour transferer ce gene 
dans des cellules specifiques de patients deficients. C'est le principe de la 
therapie genique. 

La possibility de traiter les maladies humaines par therapie 
genique est passee en quelques annees du stade des considerations theoriques 
a celui des applications cliniques. La grande majority des protocoles decrits 
jusqu'a present met en oeuvre des vecteurs viraux pour transferer et 
exprimer le gene therapeutique dans les cellules a traiter. 

A celjour, les vecteurs retroviraux sont parmi les plus utilises du 
fait de la simplicite de leur genome, bien qu'ils presentent une capaeite de 
clonagc assez restreinte. 

Les adenovirus, quant a eux, offrent plusieurs avantages qui en 
font des vecteurs de choix pour une grande variete d'applications. En effet, 
ils infectent de nombreux types cellulaires, sont non-integratifs, peu 
pathogenes et peuvent se repliquer dans les cellules en division ou 
quiescentes. A titre indicatif, leur genome est constitue d'une molecule d'ADN 
lineaire et bicatenaire d'environ 36 kb portant plus d'une trentainc de 
genes, a la fois des genes precoces necessaires a la replication virale (El a E4 ; 
E pour early, signifiant precoce en anglais) et des genes tardifs de structure 
(L1-L5 ; L pour late, signifiant tardif en anglais). 

Les vecteurs adenoviraux recombinants utilises a des fins de 
therapie genique sont deficients pour la replication afin d'eviter leur 
dissemination dans Tenvironnement et l'organisme hote. D'une manierc 
generate, ils sont depourvus de la majorite de la region El et certains 
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d'inflammation lies a Pexpression des genes viraux restants. lis ne peuvcm 
etre propages que par transcomplementation des fonctions adenovirals pour 
lesquelles ils sont deficients. A l'heure actuelle, on utilise essentiellement la 
lignee de complementation 293 (Graham et al., 1977, J. Gen. Virol. 36, 59-72) 
ou des lignees en derivant (Yeh et al., 1996, J. Virol. 70, 559-565 ; Wang et al., 
1995, Gene Therapy 2, 775-783 ; Krougliak et Graham, 1995, Human Gene 
Therapy 6, 1575-1586). 

Les adenovirus sont notamment utilises dans Ie cas du traitement de 
la mucoviscidose par therapie geniquc (Pavirani et al., 1996, medecine / 
sciences 12, 25-33). 

Les virus recombinants ne sont cependant utilisables que si leur 
viabilite et leur infectuosit6 ont ete convcnablemcnt preserves pendant toute 
la periode de stockage. 

Traditionnellement, les adenovirus purifies sont conserves dans 
une solution saline contenant du glycerol de 10 a 30 % (Graham et al., 1991, 
Methods in Molecular Biology, vol. 7, chap. 11, p. 109-127 ; Ed Murrey, The 
Human Press Inc. ; Precious et Russel, Virology, a Practical Approach, 1985, 
chap. 9, p. 193-205 ; ed : BW Mahy, IRL Press. Washington DC ; Kanegae et al., 
Jpn. J. Med. Sci. Biol., 47, 157-166, 1994 et Green et al.. Methods in enzymoiogy, 
vol. LVIII, p. 425-435). Cependant, le glycerol prescnte 1'inconvenient d'etre 
irritant pour Pepithelium pulmonairc, ce qui peut etrc delicat dans 1c cadre 
d'une administration intratracheal et intrapulmonaire (par exemple pour Ie 
traitement de la mucoviscidose ou de cancers des voies pulmonaires). De plus, 
si cette solution permet la conservation des adenovirus sous forme congelee, 
elle ne permet pas de maintenir leur activite a + 4°C au-dela d'une semaine. 

L'addition de sucrose a faible concentration (1 a 5 %) dans une 
solution saline a egalement ete decrite (Precious et al., voir ci-dessus ; 
Huyghe et al., Human Gene Therapy 6:1403-1416. Novembrc 1995, et Hehir, 
Process Development and Production Issues for Viral Vectors & Vaccines, The 
Williamsburg Bio Processing Conference. 2nd annual meeting. 6-9 Novembre 
1995) permettant une stabilite des adenovirus a long terme sous forme 
congelee, mais seulement a court terme a + 4°C (Hehir, voir ci-dessus). 

La conservation des virus sous forme congelee posant des 
problemes de stockage et de transport, il a egalement ete envisage de 
preserver les virus et les vaccins viraux sous une forme lyophilisee. 
Cependant, cette technique presente ('inconvenient d'entrainer souvent une 
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pertc de l'activite virale. Pour pallier cela, Paddition d'excipients comme les 
sucres (sucrose, glucose, trehalose), permet de maintenir Pactivite virale 
sous forme lyophilisee (WO 95/10601 - Viagene et EP-0 357 709 - Quadrant). 
L'emploi du lactose ou du saccharose a faible concentration (2,5-5 %) pour la 
preservation du virus vivant attenue sous forme lyophilisee a 6galement 6td 
pr^conis^e (JP-88 555465 - Kitasako Inst), 

Aucune des solutions proposees jusqu'a present n'a permis de 
maintenir Pactivite des adenovirus k des niveaux satisfaisants pendant plus 
de 6 mois, tout en ^vitant les probtemes secondaires tels que les problemes 
d 'irritation. 

La presente invention remedie aux inconv^nients de Tart 
anterieur. Hie a pour objet un precede de conservation k long terme de virus 
recombinants infectieux tant sous forme liquide que sous forme congelee, 
dans lequel les virus recombinants sont conserves dans une solution aqueuse 
comprenant du saccharose a haute concentration. 

En effet, si Putilisation du saccharose a haute concentration est 
connue depuis longtemps pour conserver les proteines ou autres produits 
biologiques (Timasheef et ah, In Protein Structure, a Practical Approach, 
1989, Ed Cfeighton, chap. 14, p. 331-345, IRL Press, Oxford, et Doebbler, 
Cryobiology, vol. 3, N° 1, 1966) ou pour la cryopreservation des cellules 
vivantes dans Pazote Hquide (Grout et al., Tibtech, Octobre 1990, vol. 8, p. 293- 
297), elle n'a jamais ete proposee pour la conservation des virus. 

Or, les resultats obtenus par la mise en oeuvre du procede selon 
l'invention ont demontre un effet cryoprotecteur du saccharose a differentes 
temperatures de stockage (- 80 °C, - 40T, - 20°C et + 4°C) et ceci d'autant plus 
que la concentration en saccharose est elevee. 

Avantageusement, les virus recombinants infectieux concernes 
par la presente invention sont des poxvirus, des adenovirus, des virus 
assoctes aux adenovirus et des retrovirus. 

Dans le cadre de l'invention, les virus sont conserves dans une 
solution aqueuse comprenant du saccharose a haute concentration, e'est-a- 
dirc a une concentration superieure & 0,75 M, de preference comprise entre 
0,75 M et 1,5 M, plus pr6f6rentiellemem encore a une concentration egale a 
1 M. 

Selon un mode de realisation avantageux du procede conforme a 
l'invention, les virus recombinants infectieux gagnent en stabilite quand la 
solution aqueuse utilisee prdsente un pH basique compris entre 8 et 9, et de 
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preference egal a 8,5. 

Ainsi, la solution aqueuse mise en oeuvre dans le cadre de la 
presence invention peut etre une solution tampon choisie parmi le tampon 
Tris, les solutions tri<§thanolamine, diethanolamine, borate/HCl, Glycine / 
NaOH, EPPS [acide N-(2-hydroxyethyl) piperazine-N'-(3-propanesulfonique)], 
Bicine, TAPS [acide N-tris (hydroxymethyl) m<§thyl-3-aminopropane 
sulfonique] et tridne. 

Avantageusement, il est possible de stabiliser davantage la capside 
ou l'enveloppe virale des virus conserves selon 1'invention en ajoutant a la 
solution aqueuse utilisee, au moins un sel d'un cation divalent choisi parmi le 
MgCl 2 , le CaCl 2 et le MnCI 2 , le MgCl 2 Stant prefere. 

Dans le cadre de la prtsente invention, le sel de cation divalent est 
utilise a une concentration comprise entre 0,1 et 5 mM, de preference entre 
0,5 et 2 mM et encore plus preferentiellement, de l'ordre de 1 mM. 

Selon un mode de realisation avantageux de procede conforme a 
1'invention, les virus sont conserves dans une solution tampon comprenam 
un tampon Tris HC1 10 mM. MgC! 2 1 mM, saccharose 1 M, P H 8,5. 

On peut encore ameliorer la conservation des virus en utilisant au 
moins un compose stabilisant choisi parmi les sels, de preference 
monovalents tels que le NaCl ou le KC1 qui procurent une force ionique a la 
solution, des acides amines tels que G!y. Leu, Lys, Arg. Asp, Val. Glu et les 
composes agissant sur la tension de surface tels que le Tween 80 ou le Triton 
X-100, ces derniers pouvant etre utilises seuls ou cn presence de sels. 

Avantageusement, a titre de compose stabilisant, le NaCl est utilise a 
une concentration comprise entre 0,05 et 1 M, de preference entre 0,1 et 
0,5 M, plus preferentiellement encore entre 0,1 et 0,3 M, la concentration 
consideree comme optimale etant de 0,15 M, et le Tween 80 est utilise a une 
concentration comprise entre 0,001 et 0,5 % en poids par rapport a la solution 
totale (soil entre 10 mg/1 et 5 g/1), de preference entre 0,002 et 0,2 % en poids 
et plus preferentiellement encore de l'ordre de 0,005 % en poids. 

Selon un mode de realisation prefere, le procede selon 1'invention 
met en oeuvre une solution aqueuse de pH environ 8,5 comprenant du Tris- 
HC1 10 mM, du MgCI 2 IraM, du NaCl 0.9 % (ou 150 mM) de Tween 80 50 mg/1 
(0,05 %) et du saccharose 1 M. 

De plus, les virus recombinants infectieux conserves selon lc 
procede conforme a 1'invention, peuvent etre soumis a une lyophilisation. 
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L'invention a egalement pour objet une suspension aqueuse de 
virus recombinants infecticux dans une solution aqueuse de saccharose a 
haute concentration telle que pr^cedemment d&xite. 

Avantageusement, la suspension aqueuse conforme & I'invention 
comprend de 106 ^ 10*3 pfu/ml de virus recombinants infectieux. 

La presente invention concerne Cgalement une composition 
pharmaceutique comprenant une suspension aqueuse de virus recombinants 
infectieux telle que ci-dessus d6crite ou obtenue par la mise en oeuvre du 
procede de conservation conforme 4 I'invention, en association avec un 
vehicule acceptable d'un point de vue pharmaceutique. EHe peut etre 
administree par voie systemique, en particulier par voie sous-cutanee, 
intraveineuse, intracardiaque, intramusculaire, intraperitoneale, intra- 
gastrique, intratumorale, intrapulmonaire, intranasal ou intratracheale. 
L'administration peut avoir lieu en dose unique ou repetee une ou plusieurs 
fois apres un certain delai d'intervalle. La formulation peut egalement 
inclure d'autres composes tels qu'un adjuvant ou un excipient acceptable 
d'un point de vue pharmaceutique. Une composition selon I'invention est, en 
particulier, destinee au traitement preventif ou curatif de maladies telles que 
les maladies genetiques (hemophilic, mucoviscidose, diabete, myopathic de 
Duchenne et de Becker, ...), les cancers, les maladies virales (hepatites, 
SIDA, ...) et les maladies recurrentes (infections provoquees par Ie virus de 
Pherpes, le papilloma humain, ...). 

Enfin, la presente invention est relative & Pusage therapeutique ou 
prophylactique d'une suspension aqueuse de virus recombinants infectieux 
telle que ci-dessus decrite ou obtenue par la mise en oeuvre du procede de 
conservation conforme a I'invention, pour la preparation d'un medicament 
destine au traitement du corps humain ou animal par therapie genique. La 
suspension aqueuse peut etre administree directement in vivo (par exemple 
par injection intraveineuse, intramusculaire, dans une tumeur accessible, 
dans les poumons par aerosol, ...). On peut egalement adopter Papproche ex 
vivo qui consiste a prelever des cellules du patient (cellules souches de la 
mobile osseuse, lymphocytes du sang peripherique, cellules musculaires, ...), 
de les infecter par la suspension aqueuse de ['invention selon les techniques 
de 1'art et de les readministrer au patient. 

La figure 1 illustre Pinfluence du pH de la solution de saccharose 
sur la stabilite virale. 

La figure 2 illustre Tinfluence de Paddition a la solution de 
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saccharose de Tween 80 et de NaCI. I/unitc dc I'ordonnce est exprimec en 
pfu/ml. 

D'autres caracteristiques de l'invention apparaitront a la Iumiere 
des exemples suivants. 

5 

MATERIELS ET MfiTHODES 

Les exemples qui suivent mettent en oeuvre un vecteur adenoviral 
recombinant exprimant soit le g6ne marqueur LacZ codant pour la p- 
galactosidase dT. coli ou le g6ne therapeutique CF codant pour la proteine 

10 CFTR (Cystic Fibrosis Transmembrane conductance Regulator) d^ficiente 
chez les patients atteints de mucoviscidose. A tit re indicatif, le vecteur est 
obtenu k partir du genome de Pad^novirus de type 5 (Ad5) d61et£ des regions 
El et E3, et comprend, integree a la place de la region El, une cassette pour 
Pexpression du gene marqueur ou therapeutique (Stratford-Perricaudet et 

15 ah, 1992, J. Clin, invest. 90, 626-630 ; Rosenfcld et ah, 1992, Cell. 68, 143-155). II 
peut etrc propag6 dans la lign6e 293 (Graham et aL, 1977, J. Gen. Virol. 36, 59- 
72) complementant la fonction El essenticlle a la replication virale. A titre 
indicatif, la lignee 293 derive de rein embryonnaire humain et resulte de 
Pintegration dans ses chromosomes de Pextrcmhe 5* du genome de TAd5 

20 (11%). Les cellules 293 sont disponibles a PATCC (CRL1573) et sont cultivees 

selon les conditions preconisees par le fournisseur ou dans la litterature. 
\ Un stock viral primaire est consume de maniere conventionnelle 

dans les cellules 293 transferees par le vecteur adenoviral decrit ci-dessus. 
On verifie la production de particules viralcs infectieuses recueillies apres 

25 lyse des cellules par des cycles consecutifs de congelation-decongelation, le 
titre de la preparation virale par la meihode agar (Graham et Prevec, 1991, 
Methods in Molecular Biology, vol. 7, p 109-128 ; Ed: L J. Murey, The Human 
Press Inc.) et Texpression du gene marqueur par coloration au Xgal (4- 
chloro-5-bromo-3-indolyl-p-galactosidase) selon la procedure de Sanes et al. 

30 (1986, EMBO J. 5, 3133-3142) ou du gene CI par Western blot a Paide 
d'anticorps specifiques (Dalemans et al., 1992, Experimental Cell Research 
201, 235-240). La preparation virale peut etro purifiec et concentree par 
gradient dc densite prealablement a son utilisation. 



35 EXEMPLE 1 : 

Influence du pH sur la stabilite du virus 

Une suspension virale est preparee de la maniere suivante. 
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Les cellules 293 sont cultivees en CellCube (Costar) dans'un milieu 
GMEM supplement^ avec 7 % de serum de veau foetal (FCS). Lorsqu'elles 
atteignent la confluence, elles sont infectees par une aliquote du stock 
primaire du vecteur adenoviral exprimant le g6ne CF a une m.o.i. 
(multiplicity d'infection) de 2. Trente heures apr£s l'infection, les cellules 
qui sont fragilisees, sont detachees par agitation m^canique ou a l'aide d'un 
agent chimique et recolt6cs par centrifugation & basse vitesse (3 500 rpm 
(revolutions par minute) pendant 8 minutes). Elles sont lysees et les 
particules virales libdrees par 3 series de congclation-decong&ation et les 
debris cellulaires 6limines par centrifugation (3 500 rpm pendant 8 minutes). 
Le virus est purifte & partir du surnageant par deux ultracentrifugations sur 
chlorure de cesium (CsCl), la premiere sur coussins de CsCl de densite d = 1,25 
et d = 1,40 respectivement (141 000 g pendant 2 heurcs) et la seconde sur un 
gradient autoforme a partir d'une solution de CsCl de densite d = 1,34 
(23 1 000 g pendant 1 8 heures). 

La bande de virus est recuperee, son titre determine (2 x 10* 1 pfu) 
et la preparation est divisee en 4 lots qui sont soumis a une dialyse a 4°C 
contre 4 fois 250 ml de tampon Tris 10 mM, MgCl 2 1 mM, glycerol 10 %, de pH 
croissant : pH 7,4, pH 8, pll 8,5 et pH 9 respectivement. La stabilite virale dans 
les differents tampons de formulation est etudiee en parallele (etude de 
stabilite acceleree). Pour cc faire, chaque lot est conditionne en cryotubes de 
1 ml contenant chacun 100 ^1 de suspension. Les echantillons sont incubes 
a 37°C et preleves a t 0 ct apres 4, 24 et 72 h d'incubation. lis sont conserves a 
- 20°C jusqu'au titrage. Le titre viral est determine par la methode agar par 
reinfection de cellules 293 par differentes dilutions de rechanttllon a tester. 
Les resultats sont donnes en pfu (unite formant des plages)/ml. 

Les resultats presentes sur la Figure 1 montrent que la formulation 
a pH basique preserve Tactivite infectieuse des adenovirus. En effet, le titre 
des preparations formulees dans les tampons a pH 8,5 et 9 sont stables 
pendant 24 heures £ 37°C puis diminuent progressivement au cours du temps. 
En revanche, les virus places dans un tampon a pH 7,4 et 8 perdent Ieur 
pouvoir infectieux des le debut de Tincubation a 37°C. Apres 24 heures, les 
titres sont deja tres bas (103 a 10 4 pfu/ml contre de Pordrc de 1010 au depart) 
et les virus ne sont pratiquement plus infectieux au bout de 72 heures. 
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EXEMPLE 2 : 

Influence dc la concentration en Saccharose sur la 
stability du virus 

Une suspension virale est preparee comme decrit a I'exemple 1 
avec les quelques modifications suivantes : 

• les cellules sont infectees par le vecteur adenoviral exprimant le gene 
LacZ : 

• les cellules infectees sont lysees de manicre mecanique (homogeneiseur 
Silverson ; reference L4R) ; 

• les ultracentrifugations en gradient de CsC! sont realisees a l'aide de rotors 
a angle fixe (235 000 g pendant 2 h pour la premiere et 435 000 g pendant 
18 h pour la seconde) ; 

• la dialyse est remplacee par une etape de chromatographic de filtration sur 
gel a l'aide de la matrice Trisacryl GF05 LS (Biosepra, reference 259161) 
permettant un dessalage de la solution par elimination du CsCl ; 

• les virus sont formulcs dans une solution de Tris-HCl 10 mM, MgCl 2 1 mM et 
saccharose 1 M d'un pH de 8,5 avant d'etre repartis en 5 lots par dilution au 
1/20 dans les tampons indiques ci-apres et prealablement filtres sur 
membrane dc porosite 0,22 nm 

Lot 1) Tris-HCl 10 mM MgCl 2 1 mM Saccharose 1 M pH 8,5 
Lot 2) Tris-HCl 10 mM MgCl 2 1 mM Saccharose 0,75 M pH 8,5 
Lot 3) Tris-HCl 10 mM MgCl 2 1 mM Saccharose 0,5 M pH 8,5 
Lot 4) Tris-HCl 10 mM MgCl 2 1 mM Saccharose 0,25 M pH 8,5 
Lot 5) Tris-HCl 10 mM MgCl 2 1 mM Saccharose 0 M pH 8,5 

Chacun des lots titre au depart environ 10 10 pfu/ml. La stabilite des 

virus est mesuree en condition acceleree (37T) sur des aliquotes prelevees 

regulierement. 



I^s resultats sont presentes dans lc tableau 1 suivant : 
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Tableau 1 

Influence de la concentration en saccharose sur la stabilite du virus a 37°C 



5 


Titre 

Infi ./mil 
VpiU/ all ) 

Temps 


A 

V 




V 


© 


© 




8h 


1,27x1010 


1,25 x 1010 


1,22 x lOio 


1.32x109 


2,77x106 


in 


24 h 


8.5 x 109 


5,02 x 109 


1,47 x 109 


<10* 


<10» 




48 h 


3,82 x 109 


4x107 


3,25 x 106 


<10» 


<10> 


15 


72 h 


2,37 x 109 


7,5 x 10S 


1.5 x 105 


<l& 


<10* 




1 sem 


4,5 x 106 


<10» 


<103 


<103 


<10* 




2 sem 


2,5x102 


5 


<10 


<10 


<10 


20 


1 raois 


<10 


<10 


<10 


<10 


<10 



O Tris 10 mM, MgCl 2 1 mM, Saccharose 1 M. pH 8,5 

@ Tris 10 mM, MgCl 2 1 mM, Saccharose 0,75 M, pH 8 t 5 

25 © Tris 10 mM, MgCl 2 1 mM, Saccharose 0,5 M, pH 8,5 

© Tris 10 mM, MgCl 2 1 mM, Saccharose 0,25 M, pH 8,5 

© Tris 10 mM, MgCl 2 1 mM, Saccharose 0 M, pH 8,5 



De cette etude, il ressort que plus la concentration en saccharose 
30 est elevec, plus I'activite virale est preservee (lot 1 plus stable que le lot 2 lui- 
meme plus stable que le lot 3, etc.). En absence de saccharose (lot 5), le 
pouvoir infectieux chute tres rapidernent (diminution d'un facteur 5000 des 8 
heures d'incubation). En presence de 0,25 M (lot 4), le titre dirninue 
rapidernent mais a un moindre degre (diminution d'un facteur 10 apres 8 
35 heures a 37°C). En augmentant encore les concentrations en saccharose (lots 
1, 2 et 3), le titre se maintient pendant plus de 8 heures puis decroit 
progressivement au fur et a mesure de Tincubation. La decroissance est 
cependant minime lorsque la concentration en saccharose atteint 1M (lot 1). 
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EXEMPLE 3 : 

Etude de la stabilite a long tcrmc dans 1c tampon H f 
formulation Tris-HCl 10 mM. MeCl, 1 mM. sarrh^rose 1 M , 
PH 8.S 

L'etude est realis^e a partir de la suspension virale obtenue 
k l'exemple 2, dont on etudie la stabilite en conditions long terme a + 4°C et 
- 20°C. Le titre viral est suivi au cours du temps par titrage agar et les 
resultats indiques dans le tableau 2 ci-apres montrent une stabilite des 
preparations virales formulees en presence de saccharose 1 M et a pH 8,5 
pendant au moins 6 mois. 



Tableau 2 

Etude de stability a + 4°C et - 20°C d'une preparation virale 
formulae en saccharose 1 M. 



Titres viraux en pfu/ml : 



Temps 


+ 4°C 


- 20'C 


to 


4,8 x 109 


1 mois 


1 x 1010 


9,75 x 109 


2 mois 


9,25 x 109 


1,38x1010 


3 mois 


1,32 x 1010 


1,05x1010 


6 mois 


1,1 x 1010 


1,0 x low 


1 an 


3,7 x 109 


5,0 x 109 



Le tampon de formulation en saccharose 1 M a egalement ete 
compare au tampon conventionnel (Tris-HCl 10 mM, MgCl 2 1 mM, glycerol 
10 %, pH 7.4). Cette etude a ete menee a + 4°C sur une suspension virale diluee 
a un titre final d'environ 10io p f u / m l dans lcs 2 types de tampon. Les 
resultats sont presentes dans le tableau 3 ci-apres. 
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Tableau 3 

Etude de la stabilite a + 4°C d'une preparation virale 
formulae en saccharose 1 M ou en glycerol 10 % 





Titres viraux en pfu/ml 


Temps 


O 






2,5 x 10") 


1,0 x 1010 


t = 1 mois 


ND 


1,2 x 103 


t = 3 mois 


2,5 x 10»0 


3,8 x 103 


t = 6 mois 


2,6xlOW 


ND 



OTris 10 mM, MgCl 2 1 mM, saccharose 1 M, pH 8,5 
©Tris 10 mM, MgCl 2 1 mM, glycerol 10 %, pH 7,4 



Le titre viral est stable pendant plus de 6 mois a + 4°C lorsque le 
tampon de formulation comprend du saccharose 1 M et a un pH legerement 
basique alors qu'il decroit des le premier mois lorsque les virus sont places a 
pH neutre et en presence de glycerol 10 %. 

EXEMPLE 4 : 

Optimisation du tampon de formulation 

La suspension virale obtenue k Texemple 2 est repartie en 2 lots 
dilues au 1/20 dans le tampon de formulation utilise pour le lot 1) non 
supplemented ou en presence de Tween 80 50 mg/1 (0,005 %) et NaCl 150 mM. 
La stabilite est analysee a 37°C et a 4°C. 

Les resultats de stability acc£16ree (Figure 2) montrent que l'ajout 
d'agents conservateurs tels que le Tween 80 et le sel ameliore encore la 
stabilite des virus formules en tampon Tris-HCl 10 mM, MgCl 2 1 mM, 
saccharose 1 M, pH 8,5. L'activite infectieuse se mainiient pendant 24 h a 
37°C en leur presence au lieu de 8 h en leur absence. 
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Par ailleurs, la presence des 2 agents conscrvateurs ne nuir pas a la 
stabilite de la preparation virale a + 4°C puisque le titre s'avere stable 
pendant plus de 6 mois. 

EXEMPLE 5 : 

Stability dans le tampon de formulation Tris-HCl 10 mM, 
MgCl z ImM. NaCI 0.9 %. Tween 80 50 mg 11 ct saccharmo 
1 M, P H s,s. 

Une suspension virale comme decrit k l'exemple 2 formulae dans 
une solution de Tris-HCl 10 mM, MgCl 2 ImM et saccharose 1 M est diluee au 
1/20 dans le tampon de formulation suivant : 

Tris-HCl lOrnM 
MgCl 2 1 mM 

NaCI 0,9% (150 mM) 

Tween 80 50 mg/i 
Saccharose 1 M 
pH 8,5 

L'echantillon est conditionne en cryotubes dc 1 ml, contenant 
chacun 100 |il de suspension virale. Les cryotubes sont conserves a + 4°C et 
les titres viraux determines a to et regulierement dans le temps pendant 1 an. 
Les echantillons sont conserves a - 20°C jusqu'au titrage. Les resultats sont 
presentes dans le tableau 4 suivant et montrent une stabilite des virus 
pendant au moins 1 an. 
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Tableau 4 



Temps de conservation a 4°C 


Titre en pfu/ml 


to 


5,5 x 109 


2 semaines 


5,6 x 109 


1 mois 


23x109 


2 mois 


4x 109 


3 mois 


5,6 x 109 


6 mois 


4,5 x 109 


1 an 


2,5 x 109 
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REVINDICATIONS 

1/ Procede de conservation de virus recombinants infectieux sous 
forme congelee ou liquide, dans lequel les virus sont conserves dans une 
solution aqueuse comprenant du saccharose a une concentration superieure 
k 0,75 M, de preference comprise entre 0,75 M et 1,5 M, plus pr£ferentiel- 
lement k une concentration egale 4 1 M. 

2/ Procede de conservation de virus recombinants infectieux 
selon la revendication 1, dans lequel les virus sont des adenovirus ou des 
retrovirus. 

3/ Procede de conservation de virus recombinants infectieux 
selon la revendication 1 ou 2, dans lequel le pH de la solution aqueuse est 
compris entre 8 et 9, de preference le pH est egal a 8,5. 

4/ Procede de conservation de virus recombinants infectieux 
selon Tune des revendications 1 a 3, dans lequel la solution aqueuse est une 
solution tampon. 

5/ Procede de conservation de virus recombinants infectieux 
selon la revendication 4, dans lequel la solution tampon est choisie parmi le 
tampon Tris-HCl, les solutions triethanolaminc, diethanolamine, borate / HC1, 
Glycine / NaOH, EPPS [acide N-(2-hydroxyethyl) pipcrazine-N'-(3-propane 
sulfonique)J, Bicine, TAPS [acide N-tris (hydroxymethyl) methyl-3- 
aminopropane sulfonique] et tricine, le tampon Tris-HCl etant prefere. 

6/ Proc6de de conservation de virus recombinants infectieux 
selon I'une des revendications 1 a 5, dans lequel la solution aqueuse 
comprend en outre au moins un sel d'un cation divalent choisi parmi MgCl 2 , 
CaCl 2 et MnCl 2 , MgCl 2 etant prefere. 

7/ Precede de conservation de virus recombinants infectieux 
selon la revendication 6, dans lequel le sel de cation divalent est present dans 
la solution aqueuse a une concentration comprise entre 0,1 et 5 mM, de 
preference entre 0,5 et 2 mM et encore plus prefereniidlement, de 1'ordre de 
1 mM, 

8/ Procede de conservation dc virus recombinants infectieux 
selon Tune des revendications 1 a 7, dans lequel la solution aqueuse 
comprend un tampon Tris-HCl 10 mM, MgCl 2 1 mM f saccharose 1 M, pH 8,5. 

9/ Procede de conservation de virus recombinants infectieux 
selon l'une des revendications 1 a 7, dans lequel la solution aqueuse 
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comprend au moins un compose stabilisant choisi parmi Ies'sels, de 
preference monovalents, les acides amines et les tensio-actifs. 

10/ Procede de conservation de virus recombinants infectieux 
selon la revendication 9, dans lequel le sel monovalent est choisi parmi NaCl 
5 et KC1, le NaCl etant prefer^ 

11/ Proced6 de conservation de virus recombinants infectieux 
selon la revendication 10, dans lequel le sel monovalent est present dans la 
solution aqueuse a une concentration comprise entre 0,05 et 1 M, de 
preference 0,1 et 0,5 M, plus preferentiellement encore entre 0,1 et 0,3 M. 
10 12/ Procede de conservation de virus recombinants infectieux 

selon la revendication 9, dans lequel le tensio-actif est le Tween 80 ou le 
Triton X-100. 

13/ Procede de conservation de virus recombinants infectieux 
selon la revendication 12, dans lequel le Tween 80 est present dans la solution 
15 aqueuse a une concentration comprise entre 0,001 et 0,5 %, de preference 
entre 0,002 et 0,2 %, et plus preferentiellement encore de Tordre de 0,005 % 
en poids par rapport a la solution totale. 

14/ Procede de conservation de virus recombinants infectieux 
selon la revendication 13, dans lequel la solution aqueuse comprend un 
20 tampon Tris-HCI lOmM, MgCl 2 ImM, NaCl 150 mM, Tween 80 0,05 % et 

saccharose 1 M, pH environ 8,5. 

15/ Proc6d6 de conservation de virus recombinants infectieux 
selon Tune des revendications 1 a 14, dans lequel la temperature de 
conservation est inferieure ou dgale & + 4°C. 
25 16/ Procede de conservation de virus recombinants infectieux 

selon Tune des revendications 1 k 15, dans lequel les virus en solution sont 
ensuite soumis a une lyophilisation, 

17/ Suspension aqueuse de virus recombinants infectieux 
comprenant une solution aqueuse de saccharose a une concentration 
30 superieure a 0,75 M, de preference comprise entre 0,75 M et 1,5 M, plus 
preferentiellement encore egale a 1 M. 

18/ Suspension aqueuse de virus recombinants infectieux selon la 
revendication 17, caracterisee en ce que les virus sont des adenovirus ou des 
retrovirus. 

35 19/ Suspension aqueuse de virus recombinants infectieux selon la 

revendication 17 ou 18, dans laquelle le pH de la solution aqueuse est compris 
entre 8 et 9, de preference le pH est egal & 8,5. 
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20/ Suspension aqueuse de virus recombinants infectieux scion 
Tune des revendications 17 a 19, dans laquelle la solution aqueuse est une 
solution tampon. 

21/ Suspension aqueuse de virus recombinants infectieux selon 
la revendication 20, dans laquelle la solution tampon est choisie parmi le 
tampon Tris-HCl, les solutions triethanolamine, diethanolamine, borate / HC1, 
Glycine / NaOH, EPPS [acide N-(2-hydroxyethyl) piperazine-N'-(3- 
propanesulfonique)], Bicine, TAPS [acide N-tris (hydroxymethyl) methyl-3- 
aminopropane sulfonique] et tricine, le tampon Tris-HCl etant prefere. 

22/ Suspension aqueuse de virus recombinants infectieux selon 
Tune des revendications 17 a 21, dans laquelle la solution aqueuse comprend 
en outre au moins un sel d'un cation divalent choisi parmi MgCl 2 , CaCl 2 et 
MnCl 2 , MgCl 2 etant prefere. 

23/ Suspension aqueuse de virus recombinants infectieux selon la 
revendication 22, dans laquelle le sel de cation divalent est present dans la 
solution aqueuse a une concentration comprise entre 0,1 et 5 mM, de 
preference entre 0,5 et 2 mM et encore plus preferentiellement, de l'ordre de 
1 mM. 

24/ Suspension aqueuse de virus recombinants infectieux selon 
Tune des revendications 17 a 23, dans laquelle la solution aqueuse comprend 
un tampon Tris HC1 10 mM, MgCl 2 1 mM, saccharose 1 M, P H 8,5. 

25/ Suspension aqueuse de virus recombinants infectieux selon 
Tune des revendications 17 a 23, dans laquelle la solution aqueuse comprend 
au moins un compose stabilisant choisi parmi les sels, de preference 
monovalents, les acides amines et les tensio-actifs. 

26/ Suspension aqueuse de virus recombinants infectieux selon la 
revendication 25, dans laquelle le sel monovalent est choisi parmi NaCl et KC1, 
le NaCI etant prefere. 

27/ Suspension aqueuse de virus recombinants infectieux selon la 
revendication 26, dans laquelle le sel monovalent est present dans la solution 
aqueuse a une concentration comprise entre 0,05 et 1 M, dc preference 0,1 et 
0,5 M, plus preferentiellement encore entre 0.1 et 0,3 M. 

28/ Suspension aqueuse de virus recombinants infectieux selon la 
revendication 25, dans laquelle le tensio-actif est lc Tween 80 ou le Triton X 
100. 

29/ Suspension aqueuse de virus recombinants infectieux selon 
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la revendication 26, dans laquelle Ie Tween 80 est present dans la solution 
aqueuse a une concentration comprise entre 0,001 et 0,5 %, de preference 
entre 0,002 et 0,2 %, et plus preferentiellement encore de l'ordre de 0,005 % 
en poids par rapport a la solution totale. 

30/ Suspension aqueuse de virus recombinants infectieux selon 
Tune des revendications 17 a 29, comprenant de 106 ^ 1013 pfu/ml de virus 
recombinants infectieux. 

31/ Suspension aqueuse selon la revendication 29, comprenant un 
20 tampon Tris-HCl 10 mM, MgCI 2 ImM, NaCl 150 mM, Tween 80 0,05 % et du 
saccharose 1M, pH environ 8,5. 

32/ Composition pharmaceutique comprenant une suspension 
aqueuse de virus recombinants infectieux selon Tune des revendications 17 a 
30, ou obtenue par la mise en oeuvre d'un proc£de de conservation des virus 
25 recombinants infectieux selon les revendications 1 a 16, en association avec 
un vehicule acceptable d'un point de vue pharmaceutique, 

33/ Usage therapeutique ou prophylactique d'une suspension 
aqueuse de virus recombinants infectieux selon Tune des revendications 17 a 
30, ou obtenue par la mise en oeuvre d'un procede de conservation des virus 
30 recombinants infectieux selon les revendications 1 & 16, pour la preparation 
d'un medicament destine au traitement du corps humain ou animal par 
therapie g<§nique. 

•j 
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Claims (19/5/2000) \ 

C An adjuvant composition comprising a surfactant of formula (I): 

HO(CH 2 CH 2 OVA-R 
J wherein.nis l-SO^isabondor-C^OK^isCMcalkylorPhenyl^oalkyl; 

yj^ y and a pharmaceutical!* acceptableexcipjent, characterised jn that the surfactant of 
Y formula (I) is in the form oi gnnaqueous solution or a micelle^ 

2. ^ An adjuvant composition comprising a surfectant of formuLa (T): 
* HO(CHjCH 2 0) n -A-R 

wherein, n is 1-50, A is a bond or -C(0>, R is C wo alkyl or Phenyl C wo alkyl; 
and a pharmaceuticaUy acceptable excipie nt, characterised in that the surfactant o f 
m for mula j ^^uTthTforrn^tTveacIe^d also in that the adjuvant imposition; 

[polymer: - — " 

3. An adjuvant composition as claimed in claim 1 or claim 2, wherein the 
adjuvant composition does not c^mprlfe an oU-in-water or water-in-oil emulsion. 

4. An adjuvant composition asyclauned in m one of claims 1 to 3, characterised 
in that the surfectant of formula (J/) is haemolytic. 
5? An adjuvant composition comprising a surfactant of formula (I): 

HOCCHjCHjOVA-R 

wherein, n is 1-50, A is a bond or -C(0>y* is alkyl or Phenyl C us0 alkyl; 
and apharmaceutically acceptable excipient, characterised in that the surfactant of 
formula (I) is not in the form of a vesicle and also in that the degree of haemolytic 
activity is in the range of 0.05-0.0001% as measured in the Guinea Pig blood 
haemolysis assay. 

6. An adjuvant as claimed in claim 4 or cl£im_5 7 wherein the surfactant of 
formula (Q has a haemolytic activity within sAen fold difference to that of 
polyoxy ethylene-9 lauryl ether or polyoxy^thylene-8 stearyl ether, as measured in the 

KJ^S Guinea Pig blood haemolysis assay. 

7. Madjuvamconiposinonasclamiedinany oneof dajrni.1 to 6, comprising a 

surfactant of formula (I), wherein n isr 4 to 24. 

8. An adjuvant composmonasXlaimed in any oneof claims 1 to 7, comprising a 
surfactant of formula (I), whexeinAis C^o alkyl or Phenyl alkyl. 

/ An adjuvant composraon cornprising a surfactant of formula (I): ^ 



5A> 



H0(CH 2 CH 2 O)„-A-R j 

wherein, n is 9, A is a bond 01 -C(0)-. A is C« alkyl or Phenyl C M0 alkyl; 

and aphannaceuticaUy acceptable excipjent, characterised in that the surfactant of 

formula (I) is not in the form of a vesicle. 

10. An adjuvant imposition as claimed in claim 8, wherein R. is C ]2 alkyl- 
\\ An adjuvant composition comprising a surfactant of formula (I): 
HOCCHjCHjOVA-R j 

wherein, * is M is a boi id or -C(0)- s J&s C,.*, alkyl or Phenyl C,.5 0 alkyl; 

and a pharmaceutical^ acceptable excipjent, characterised in that the surfactant of 

foxrnuk(I)isnotinthetiDnnofavesicle. , ^ , 

12. An adjuvant composition as claimed in ciaia 1 1 , wherein R is C, 8 alkyl. 

13. An adjuvant composition as claimedih any one of claijnsj to 12, comprising 
a surfactant of formula (j), whereix^Aj^apond, thereby forming an ether. 

An adjuvant composition as clawed in any one of claims 1 to 12, comprising 



14. 



a surfactant of formula ( ), wherein a4-C(0>, thereby forming an ester. 

15. An adjuvant composition as claimed in ciaim,l, wherein the polyoxyethylene 
ether or ester of formula[(D is selected from the group comprising: polyoxyethylene- 
9-lauryl ether, polyoxyemylene-9-lautyi ester, polyoxyethylcne-9-stearyl ether, 
polyoxyethylene-8-stearyl ether polyoxyethylene-4-lauryl ether, polyoxyethylene-35- 
lauryl ether, polyoxyemjrlene-23-lauryl ether. 

16. An adjuvant composition as ciaraied to any one of claimsl to 15, wherein the 
concentration of the surfactant is in the ran^e 0.1-10%. 

17. An adjuvant exposition as claimed in claiml6, wherein the concentration of 
the surfactant is in the riinge 025-1%. 

18. An adjuvant combination, comprising an adjuvant comprising a surfactant of 

formula (I): 
HO(CH 2 CH 3 0) n -A-R 

wherein, n is 1-50, A is a bond or -C(0>, R is C« alkyl or Phenyl C« alkyl; 

and apharmaceutically lacceptable excipient, charade* m that the surfactant of 

; ... i • ...-^-^^tii 



fbnnula (I) is not in the 
selected from the group 



fbim of a vesicle; aod at least one additional immunostimnlant 
comprising: LT, CT, 3D-MPL, CpG, and QS21 . 
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19. An adjuvant combination, composing an 

i 

clairas.1 to 17, in combination with at least one 
An adjuvant com bination as c lairned in 
iti^HnimunostimulU is selectedftom tht^oupcomprising: LT, CT, 3D-MPL, 




v 

'adjuvant as claimed in any one of 
additional immunostimulant 
-laim 19, wherein theatlc 



ii 1 1 i 

An adjuvant com josition as claimed in 



&laim l9, wherein the CpG adjuvant 
ID NO. 1). 



s CpG,andQS21. 
20. 

is: TCC ATG ACG TTC CTG ACG TjT (SEQl 

21. An adjuvant com; josition as claimed in swy one ofchural to 20, further 
comprising a vehicle, sail vehicle comprising of any od of me following group: 
chitosan or other polycarionic polymers; polj^Ld^d polylactide-co-gtycoade 
particles, particles composed of polysaccharides ^chemically modified 
polysaccharides, or particles composed of glycerol monoestexs. 

22. A vaccine compc sition comprising an ^juvant composition as claimed in any 
one of clausal to 21, father comprising arvantigen or antigenic composition. 

23 . A vaccine as clai ned in cJaiinJ22, wherein the antigen or antigen composition 
is derived from the group comprising: Human Immunodeficiency Virus, Varicella 
Zoster virus, Herpes Simplex Virus type 1 , Herpes Simplex virus type 2, Human 
cytomegalovirus, DengJe virus, Hepatitis A, B> C or E, Respiratory Syncytial virus, 
human papilloma virus, Influenza vims 1 , Hlb, J^eningitis virus, Salmonella, Neisseria, 
Borrelia, Chlamydia, Bcrdetella, Streptococcus', Mycoplasma, Mycobacteria, 
Haemophilus, Plastnodii im or Toxoplasma, IgE peptides such as the stanworth 
decapeptide; or Tumor associated antigens <TNjlA), MAGE, BAGE, GAGE, MUC-1, 
Her-2 neu, LnRH, CEA PSA, KSA, orTRAMjE. 

24. A vacgne>s claimed in claia52 or 23 j wherein the vaccine is in the form of 



an aerosol or spray, 

2sT Use of a surfactant of general formula (J): 
HO(CH 2 CH 2 0) n -A-R 

wherein, nis 1-50, A is abcmd$k^O>, Ris'C^ or Phenyl C, J0 
whesreinlhe surfactant <jf formuJa (I) isnot in the fonn of a vesicle; inthe manufacture 
of a medicament for apJmcatJn onto ^mucosal surface or the skin of a patient 
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26. Use of an adjuvant composition is claimjU * any one of claims 1 to 21, in the 
rnanufactuje of a medicament for application onioA mucosal surface or the skin of a 



0^ 



CM 




patient. 
27. 

in that the : inal medicament does not 
Use of a surfactant of general 



Use of a surfactant of general formula 

J 



se 




as claimed in claim 25, characterised 

acrylic acid polymer. 
: as claimed in claim 25, characterised 



! an oil-in-water or water-in-oil 




jgbfpoIy^elylene-9 laurylfether o|polyoxyethylene-8 steoryl ether in 
tte manuiacture of a me jicament ifr apfe icatioft onto a mucosal surface of apatieut. 
3<>r A spray device^tp^ci^abi.djjse spray device, filled with a vaccine, 
characteriied in that the fccine compies'- (a) | surfactant of general formula (I): 
HOCCHjckoVA-R ! f Jj 

wherein, J is 1 -50, A is a bond or -C(o{, R is <Lo alkyl or Phenyl C,.* alkyk 
(b) aphannaceuticaUy acceptable excipient: and (c) an antigen or antigenic 
compositi m. 

31. Use of vaccine compositior 
manufacto re of a vaccine for the tre| 
allergy, oi cancer. 

32 A method of treating a mammal suffering fiom orAisceptible to a pamogenic 

* jj / 
infection, or cancer, or allergy, comprising the a 

amount o 




ted in any of claims 22 to 24, for the 
* 

of viral, bacterial, parasitic infections, 



(tion of a safe and effective 



: a vaccine composition according to jjny ofyflfjms 22 to 24 to lie mammal 



33. 



A oielhod of treating a niamm4 sufferiiig from or susceptible to a pamogenic 



infection, or cancer, or allergy, comprising the 

i i! 

effective amount of a vaccine composraonaccty 

34. A method of treating a mamm al ( 

! .i- 
infection, or cancer, or allergy, comprising 

effective amount of a vaccine composition afcc 



35. 



,sal administration of a safe and 
ig to any of cl a ims 22 to 24. 
from or susceptible to a pamogenic 
intranasal admmstralion of a safe and 
irding to any of cla ims 22 to 24. 



Alprocess for making a vaccmJco/ipo|ition according to any ope of claims 22 



to 24, comprising admixing (a) an adj U* composition as claimed in any one of 
claims. 1 |d 21 , (b) a pharmaceutically IWable excipient, and (c) an antigen or 
antigenic composition. 
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Qu^ 36. A vaccine or adju/ant as claimed :«ne of claon* 1 to 24; for use as a 
medicament J • 

37.^ An vaccine compi ssfcion comprising an t ftuvant composition, a 
phannaceuticaUy acceptable excipient aid an aijigen or antigenic composition; 
wherein ths adjuvant composition consults of a i|irfactant of formula (I): 
HO(CH,CH 2 0) B -A-R 

wherein, n is 1-50, A is albond or -C(0> 1 , * is q lrS0 alkyl or Phenyl alkyl. 
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which is present in the form of a non-vesicular solution or suspension. Another 
embodiment of the present invention takes the form of a vaccine adjuvant comprising 
a surfactant of formula (I), formulated in the absence of cholesterol. 

Vaccines and adjuvant formulations of the present invention comprise molecules of 
general formula (I): 

HO(CH 2 CH 2 0) n -A-R 

wherein, n is 1-50, A is a bond or -C(O)-, R is C,. 50 alkyl or Phenyl C„ 0 alkyl. 

One embodiment of the present invention consists of a vaccine formulation 
comprising a polyoxyethylene ether of general formula (I), wherein n is between 1 
and 50, preferably 4-24, most preferably 9; the R component is C„ 0 , preferably C 4 -C 20 
alkyl and most preferably C I2 alkyl, and A is a bond. The concentration of the 
polyoxyethylene ethers should be in the range 0.1-20* preferably from 0.1-10* and 
most preferably in the range 0.1-1*. Preferred polyoxyethylene ethers are selected 
from the following group: polyoxyethylene-9-lauryl ether, polyoxyethylene-9-steoryl 
ether, polybxyethylene-8-steoryl ether, polyoxyethylene-4-lauryl ether, 
polyoxyethylene-35-lauryl ether, and polyoxyethylene-23-lauryl ether. 

20 A further embodiment of the present invention consists of a vaccine composition 
comprising a polyoxyethylene ester of general formula (I), wherein n is between 1 
and 50, preferably 4-24, most preferably 9; R is C,. 50 , preferably C 4 to C 20 alkyl and 
most preferably C 12 alkyl, and A is -C(O), The concentration of the polyoxyethylene 
ester should be in the range 0.1-20* preferably from 0.1-10%, and most preferably in 

25 the range 0.1-1* Preferred polyoxyethylene esters are selected from the following 
group: polyoxyethylene-9-lauryl esters, polyoxyethylene-9-steoryl esters, 
polyoxyethylene-8-steoryl esters, polyoxyethylene-4-lauryl esters, polyoxyethylene- 
35-lauryl esters, and poIyoxyethylene-23-lauryl esters. 

30 Also forming an embodiment of the present invention are vaccine compositions 
comprising polyoxyethylene phenyl ethers of general formula (I), wherein * is 
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